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審 査 結 果 の 要 旨
代表的な翻訳後修飾であるタンパク質の可逆的リン酸化は,生体内における様々な機能の調節やシグ
ナル伝達に強く関連していることから,包括的なリン酸化タンパク質解析法の確立が切望されている｡
近年,タンパク質混合物を酵素消化し,生じたペプチ ド断片混合物を液体クロマ トグラフィー/質量分
析法により解析するショットガンプロテオミクスに関連する技術が著しく向上し,本法がプロテオーム
解析法の主流となっている｡しかしながら,試料中のリン酸化ペプチ ドの量は,非リン酸化ペプチ ドと
比較して圧倒的に少なく,そのままではリン酸化プロテオームのショットガン解析は困難である｡こう
した背景から,著者は,効率的で網羅性の高いリン酸化ペプチ ド濃縮法の確立に着手した｡
最近,ペプチ ド断片混合試料中のリン酸化ペプチ ドを濃縮するときに,乳酸のようなヒドロキシ酸を
共存させる酸化金属クロマ トグラフィー (HAMMOC)を用いると,酸性アミノ酸含有の非リン酸化ペ
プチ ドが排除でき,選択性が向上することが報告された｡そこで,まず,様々なチタニア担体の物理化
学的性質と,そのリン酸化ペプチ ド濃縮能との関係を調べ,未焼成チタニアを500℃で焼成したものが,
乳酸共存下で最も効率的にリン酸化ペプチ ドを濃縮できることを見出した｡しかも,様々な溶離剤を用
いると,HAMMOCカラムから異なる性質のリン酸化ペプチ ドを回収できることを明らかにし,これを
利用して選択的連続溶出法を確立した｡本法により,タンパク質量 100pgのHeLa細胞抽出物を分析し
たとき,1803個のリン酸化ペプチ ドの同定に成功し,HAMMOCの性能が飛躍的に向上したことを確認
した｡さらに,濃縮したリン酸化ペプチ ド試料を脱リン酸化処理することで,標的ペプチ ドの検出感度
が向上したうえにアミノ酸配列解析も容易となり,多重リン酸化ペプチ ドの同定効率と精度が飛躍的に
向上することを見出した｡
引き続き,さらなる多重リン酸化ペプチ ドの同定効率の向上を目指し,イオン反発/親水性相互作用
クロマ トグラフィーを組み合わせることにより,HAMMOCにおけるモノリン酸化ペプチ ドと多重リン
酸化ペプチ ドの選択的溶出条件の確立を試みた｡その結果,有機溶媒を含むメチルホスホン酸塩緩衝液
を用いることで,選択的にモノリン酸化ペプチ ドを回収できることを明らかにした｡さらに,そのまま
塩基性溶離剤を通導すると,多重リン酸化ペプチ ドを多量に含む画分が得られ,本法により,タンパク
質量 100LlgのHeLa細胞抽出物を分析したとき,5500種以上のリン酸化ペプチ ドを同定できることを明
らかにした｡
以上,HAMMOCを基盤技術とした高性能リン酸化プロテオーム解析法を確立し,本法が細胞内シグ
ナル伝達ネットワークの傭轍を現実化する大規模リン酸化プロテオーム解析に大いに役立つことが期待
されることから,博士 (薬学)の学位論文として合格と認める｡
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